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SOUHRN

Chlorofylova fluorescence vypovida o (ne)schopnosti organizmu vyuzit
absorbovanou energii svétla pro fotochemickou reakci. Nepfimo tak umoziuje
sledovat funk¢ni stav slozek fotosyntetického transportniho fetézce elektronti. Jednou
Z moznosti, jak se fluorescence chlorofylu da méfit, je detekovat jeji Casovy pribeh
pti osvétleni vzorku predem adaptovaného na tmu. Takto se méfi tzv. fluorescencni
indukéni jev, jehoz pocatecni nartst (fluorescence rise, FLR) je studovan v této praci.
Charakteristicky pribéh FLR méfeného za velké intenzity excitatniho svétla
znazornuje O-K-J-1-P kiivka.

Pro studium této kiivky je misto jejiho experimentalniho métfeni v této praci
pouzito jeji matematické modelovani. Diky modelovani je mozné odhalit, které
parametry maji vliv na pribéh FLR. Stavajici model DuSana Lazara (2003) je
rozsifen o vliv elektrického pole, které vytvareji elektrony setrvavajicich na
prenasecich v PSII. Jsou nasimulované tfi kiivky: u prvni se piedpoklada vliv
elektrického pole pouze na akceptorové strané PSII, u druhé je rozsifen model o
elektrické pole na donorové strané PSII a u tfeti je vliv tohoto elektrického pole od S-
stavii z OEC.

V praci bylo jasné ukazano, ze elektrické pole vytvarejici se elektrony béhem

jejich transportu v PSII ma vliv na tvar kiivky FLR.

Summary

Chlorophyll fluorescence informs about an organism’s (dis)ability to use absorbed
light energy for photochemic reactions. Thus it indirectly enables to observe
functional state of photosynthetic electron transport chain components. One of the
ways how to measure chlorophyll fluorescence is to detect its time course while a
dark-adapted sample is enlightened. This is how the so-called fluorescence induction
is measured, whose initial rise (fluorescence rise, FLR) is studied in this work.
Typical FLR course measured at high intensity of excited light is represented by the
0O-K-J-1-P curve.

To investigate the above-mentioned curve, its mathematical modelling is employed
instead of its experimental measurements. The modelling can reveal parameters
affecting the FLR course. Current model by Dusan Lazar (2003) was extended by the

influence of electric field which produces electrons remaining on the electron



transporters in PSII. Three curves are simulated: the first one demonstrates electric
field impact only on the acceptor side of PSII, the second one also on the donor side
of PSII and the third one contains electric field impact from the S-states of OEC.

This work has clearly showed that electric field created by electrons within their

transport in PSII affects the shape of simulated FLR curve.
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1. UVOD

Me¢fteni chlorofylové fluorescence patii k velmi Castym metoddm pouzivanych
pii studiu fyziologie rostlin a fotosyntézy. Jednou z metod je tzv. fluorescen¢ni indukcni
jev, popiipadé pouze jeho pocatecni narust (fluorescence rise, FLR), coZ je zavislost
intenzity fluorescence na dobé osvétleni fotosyntetizujictho vzorku predem
adaptované¢ho na tmu. Charakteristicky prubéh FLR, méfen¢ho in vivo pii velké
intenzité excitacniho svétla, se oznacuje jako O-K-J-1-P kiivka. Jednotlivé viny se
obvykle projevi asi kolem 400 ps (K), 2 ms (J), 30 ms (I) a 200 - 500 ms (P), pfi¢emz
prechodné snizeni fluorescence do lokdlnich minim znacenych jako D, mohou byt
pozorovany po krocich K, J i I. Podle stavajicich interpretaci, kiivka FLR odrazi
pfevazné funkci fotosystému II (PSII) a proto se snazime pochopit tuto kiivku a tak i
funkci PSII jako takového (Lazéar 2003).

Pro lepsi pochopeni téchto experimentalné zjisténych dat se také, a to ¢im dale
tim vice, pouzivaji i simulace této kiivky. Simulace nahrazuje jen Casti experimentu,
neexistuje totiz zddny dokonaly model, ktery by byl schopen absolutné kopirovat
experiment. Modelovani nam vSak ukazuje, jak se méni formy modelu v zavislosti na
zménach vybranych parametrii. Kvalitativni shoda mezi teoretickym modelem a
experimentalné naméfenymi daty je dostacujicim a uzitenym cilem simulace FLR.
FLR je demonstrace komplexniho biologického systému a proto je obtizné ji spravné
nadefinovat a tudiZ obdrZet absolutni shodu mezi experimentem a simulaci (Lazar
2009).

Pouzity model (Lazar 2003) popisujici reakce v PSII v sobé zahrnuje rovnovahu
mezi excitovanymi stavy a primarni nabojovou separaci, dale pak (na akceptorové
stran¢ PSII) nabojovou stabilizaci a nasledny pfenos elektronu az na plastochinonovy
(PQ) pool, jakozZ i (na donorové stran¢ PSII) donaci elektronu z komplexu, ktery vyviji
kyslik, na tyrosin a nasledn¢ na primérni donor elektronti v PSII. Takto formulovany
model je jednim z nepodrobnéjsich modelti popisujici reakce pienosu elektronti v PSII a
pouzivany pro simulaci FLR. Zménou vybranych parametri modelu (rychlostni
konstanty a pocatecni podminky) lze sledovat zmény teoretického FLR a porovnat jej
s experimentalné namérenymi vysledky. Model, ktery je popisovan v této praci, vychazi
ze zminéného komplexniho modelu. V této praci byly zménény vybrané parametry

modelu a to dopfedné rychlostni konstanty reakci. Tyto zmény jsou urcovany
1



elektrickym polem: pfi pfenosu elektroni pies jednotlivé pienasece dochdzi k vytvareni
elektrického pole, kdyz elektron setrvava na daném pienaseci. Toto pole pak plisobi na
ostatni prendsené elektrony. Velikost tohoto pole pfimo ovliviluje pravé rychlostni

konstanty téchto pienosi.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Fotosystém 11

Cennou analogii k popisu struktury a funkce PSII zelenych fas a vySSich rostlin
na molekularni a atomové urovni je popis fotosyntetického bakterialniho reakcniho
centra (RC) purpurové bakterie Rhodopseudomanas viridis.

PSII u vysSich rostlin se sklada ze svétlosbérného komplexu obsahujici
prevazné chlorofyly, RC s molekulou Pggy napojenou na proteiny a komponenty
enzymového komplexu, ktery vyviji kyslik (OEC) oxidaci vody. Monomericky PSII
komplex (utvaiejici eliptickou strukturu) ma molekularni hmotnost cca 250 kDa a jeho
velikost je 2 x 10 nm s tloustkou struktury 8 nm. Tento monomer vzdy obsahuje po
jedné kopii polypeptidi D;, D, cytochrom bsse, proteiny CP43, CP47, protein o
hmotnosti 33 kDa, dal$i polypeptidy s malou hmotnostni a cca 40 chlorofylu a (Lawlor
2001). Jadro PSII se sklada s dvou polypeptidi D1/D,. D1, D, (maji riizné hmotnosti)
obsahuji pét membranovych segmentt (jejich funkce je rozlisnd) a tim padem jsou
Vv konstrukci heterodimery. Soucasti polypeptidu D je tyrosin (oznacovany jako Y,
ktery odebira elektrony z OEC), feofytin (Pheo nebo také znacen H, nebo Hp;) a druhy
chinonovy akceptor elektroni Qg. Polypeptid D, ma k sob& navazany tyrosin Yp a vaze
molekulu prvniho chinonového akceptoru elektront Qa. Oba tyto polypeptidy
dohromady vazi Pego, par chlorofylu a (chl a). D; je produktem psbA genu a D, psbD.
D1/D; heterodimer se vyskytuje na jednom konci elipsy jadra PSII a proteiny CP43 a
CP47 na jejim druhém konci. Proteiny CP47 a CP43 slouzi k zachytu a pienosu
excitatni energie k RC, jsou velmi hydrofobni s Sesti transmembranovymi helixy
samino- a karboxylovymi skupinami orientovanymi do stromatu. Oba proteiny maji
velké smycky mezi 5 a 6 helixem postavené k lumenu, které dava CP47 do kontaktu
s 33 kDa proteinem OEC a pravdépodobné tak utvareji misto pro manganovy klastr.
CP47 obsahuje 20-22 chl a a 2-4 B-karoteny, CP43 ma 20 chl a 5 B-karotent.
Monomery jadra PSII se diky CP43 antiparalelné navazuji a vytvareji dimery PSIL
Rozméry dimeru PSII jsou 20 x 12 x 8 nm a molekuldrni hmotnost je okolo 450 kDa
(Lawlor 2001). Dimer vzdy obsahuje stejné komponenty ve stejnych pomérech jako je u
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monomeru. D;/D, v kontaktu s CP43 vytvaii anténu, ktera se nachazi na kazdém polu
membrany.

V RC se vyskytuje také cytochrom bssg, B-cytochrom (pravdépodobné slouzi
k ochrané RC pii fotoinhibici) a svétlosbérny komplex LHCII slouzici jako sbéraé

excitacni energie pro PSIL, kterd je pak pouzita pro uvolnéni elektronu z Pgg.

2.2. Prenos elektronu v PSI|

2.2.1 Komplex §tépici vodu

Enzymovy komplex §tépici vodu za uvolnéni kysliku (water splitting komplex
(WSC)), nebo také komplex vyvijejici kyslik (oxygen evolving komplex (OEC)), je
umistény v tylakoidni membrané na lumenové strané. Uprostied OEC je klastr 4
mangantl, ktery pii rozkladu vody postupné prochazi jednotlivymi redoxnimi stavy — S-
stavy.

Oxidovana forma Pego, 10 je Pego’, sledem reakci (které nejsou zcela objasnény)
oxiduje vodu za ptfitomnosti Mn?* (kofaktor nutny pro prubéh danych reakci), coZ vede
k uvolnéni O, z vody. Elektrony, které jsou odebrané vodé béhem jeji oxidace, redukuji

prave Pggp a to pres tyrosin Y.

2.2.2. Pfenos v RC PSII

PSII, jak uz bylo feCeno vyse, obsahuje molekuly chlorofylu a i b, které jsou
vazané na proteinové nosiCe. Absorpéni maximum PSII je v oblasti 680-670 nm
(Kaplanova a kol. 1987). RC pfijme excitacni energii dodanou z LHCII, ¢imz se vytvori
excitovany stav Pegy (Psgo™). P680 absorbuje excitacni energii, pouze pokud je predtim v
redukovaném stavu. Pokud je Pggo oxidovany, excitacni energii nevyuZzije a presouva ji
do jinych RC sredukovanym Pegy (podle nékterych autor, Pegy’ mitize dokonce
excitani energii zhaSet). Naexcitovany P680 vede K uvolnéni elektronu z Pggp.
Priméarnim akceptorem elektront z Psgo je Pheo (v PSII se vyskytuje jesté jeden feofitin
Hpz, ktery se vSak neucastni elektronového transportu). Tento elektronovy pienos z Pggo
do Pheo se nazyva nabojova separace, zpétny pienos je pak nabojova rekombinace.
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Pheo ptedava elektron na Qa V procesu nazyvaném nabojova stabilizace. Za pomoci
molekuly kationtu Zeleza (Fe?") je elektron pienesen od Qa na Qg, ktery je
v oxidovaném stavu. Pokud je Qg Vv redukované formé (Qg’), mize piijmout i druhy
elektron za vzniku Qg*, ktery poté p¥ijme 2 protony ze stromatu a vznikne elektricky
neutrdlni forma QgHy. Tato neutrdlni forma je pouze slab¢é vazana na PSII a snadno se
uvolnuje do tylakoidni membrany, ¢imz se stava redukovanou formou PQ poolu. Na
volné misto v PSII vzniklého po vyvazani QgH; se navaze oxidovana molekula PQ z
poolu, ¢imz v PSII vznikne oxidované¢ Qg. Redukovany PQ pool se oxiduje piedanim

elektronti na komplex cytochrom bg/f (Vodrazka 2002).

2.3. Fluorescence

Protoze fluorescence chlorofylu je konkurenéni proces k vyuziti excitacni
energie na fotochemickou nabojovou separaci, je fluorescence indikator (ne)schopnosti
organizmu vyuzit absorbovanou energii pro fotochemickou reakci, tedy nepiimo
umoznuje sledovat funkéni stav slozek fotosyntetického transportniho fetézce.

Jednou z moznosti méteni fluorescence chlorofylu je detekce ¢asového pribéhu
fluorescence pii osvétleni vzorku po jeho predchozi adaptaci na tmu. V tomto piipadé
se méti tzv. fluorescencni indukéni jev. Fluorescence béhem indukéniho jevu nejdiive
rychle roste (fluorescence rise (FLR)), a poté pomalu kles4. Charakteristicky pribéh
FLR méfeného za velké intenzity excitatniho svétla znazoriiuje O-J-1-P kiivka. Signal
FLR vznika za fyziologickych podminek hlavné z PSII. Podil fluorescence vzniklé
ve fotosystému I (PSI) z celého signalu FLR za pokojové teploty je maximalné okolo
20 %, a tento signal je konstantni (Lazar 2003).

Podle definice minimalni fluorescence Fy je fluorescence, kdy vSechna RC PSII
jsou oteviend, tj. vramci nabojové separace, kdyZ Pggy je redukované a Pheo je
oxidovany. Podle tohoto konceptu, nenulova minimalni fluorescence Fy je potom ta
fluorescence, kterd je emitovand poté, co je nastolena rovnovaha excitaci mezi vSemi
svétlosbérnymi pigmenty a Pggp a pred ndbojovou separaci. Na druhou stranu,
maximalni fluorescence Fy (nebo také Fp) nastdva, pokud je RC PSII zaviené, tj.
V ramci nabojové separace, V pripad€ kdy k ni nemiize dojit, €ili kdyZ Pego je oxidované,

nebo Pheo je redukovany nebo oboji soucasné. Pojmy oteviené a zaviené RC PSII jsou



vSak velmi Casto, avSak ve vice aproximativnim piistupu, také vysvétlovany pomoci
redoxniho stavu Qa: je-li Qa oxidované, je RC PSII oteviené a je-li redukované Qa, je
RC PSII zaviené (viz dale). Existuji vSak i jiné definice pro pojmy oteviené a zaviené
RC PSII (Lazar 2003).

Literatura se shoduje, ze prvni krok po Fo, za vSech intenzit svétla, odrazi
akumulaci redukovaného Qa kontrolovaného intenzitou svétla: tento pocateéni narast
fluorescence se nazyva fotochemicka faze. Na kiivce FLR tato faze odpovida nartstu
fluorescence z Fy (O) do viny J. Po fotochemické fazi nastava tzv. termalni faze, ktera
jiz  zavisi na teploté¢ méfeni. Jde o J-I-P ¢ast FLR métfené pii vysokych intenzitach
svétla. Predpoklada se, ze ta odrazi nejen akumulaci redukovaného Qa, ale také
akumulaci pfenasecii elektronti za Qa a to hlavné Qg (Lazar 2003),

Dvoufazovost termdlni faze, rast J-1 a néasledné I-P, v FLR métené za vysoké
intenzity svétla ziejmée odrazi spolu s akumulaci riznych kombinaci redukovaného Qa a
Qg 1 heterogenitu PSII. Pfitomnost viny I ve FLR miize také odrazet redoxni reakce
vznikajici za PSII, konkrétné v donoru elektronu v PSI — Pq a jeho okoli. Toto tvrzeni
vychazi z faktu, Ze maximum oxidace P7q je dosazeno pravé v pozici viny | ve FLR a
poté zadina byt P7go" redukovany elektrony donovanymi z PSII. TakZze v kfivce FLR,
Vv krocich J-1-P, je pravdépodobné zobrazena ucast vSech elektronovych pienasecu

Vv ramci tylakoidni membrany (Lazar 2003).

2.4 Modelovani

2.4.1 Rozdé€leni modelu

Neexistuje Zadny dokonaly model. Model vzdy pouze aproximuje realitu.
Simulace ndm ukazuje, jak se stavové proménné (= modelové formy) méni v zévislosti
na zmeénach parametri modelu a to muze pomoci experimentdtorovi urcit, které
parametry jsou dulezité a které ne (Lazar 2009). Postacujicim cilem modelovani

biologickych systému je kvalitativni shoda mezi teorii a experimentem.



Modelovat mizeme dvéma zpiisoby:

a) Fitovani

Pomoci matematickych metod se hledaji hodnoty parametru modelu k ziskéani co
nejlepsi shody mezi experimentalnimi a modelovanymi kfivkami (Lazar 2009).
Matematicka rutina pro co nejlepsi shodu automaticky fituje vybrané parametry modelu.
Problémem tohoto modelovani je skuteCnost, ze je vice teoretickych feSeni pro nalezeni
,nejlepsi® shody teorie s experimentem. Zména jednoho parametru modelu miize byt
nahrazena zménou v parametru jiném, aniz by se ztratila ,,shoda*“ mezi teorii a
experimentem, takze spravnost takto ziskanych hodnot parametri modelu je

zpochybnéna (Lazar 2009).

b) Simulace

Simulace, narozdil od fitovani, pouziva pieddefinované hodnoty parametrd
modelu na zéklad¢ literatury. Simulovana ktivka se pak porovnava s daty ziskanymi
experimentalné pii stejnych pocatecnich podminkéach. Nelze dosdhnout absolutni shody
mezi simulaci a experimentem. Vyhodou simulace je moznost nalezeni parametrti

modelu ovliviujici vybranou vlastnost simulované ktivky (Lazar 2009).

2.4.1. Modely FLR

Vétsina modeltt FLR popisuje reakce pienosu elektront v PSII a PQ poolu, ale
fluorescenéni méteni na intaktnich systémech ukazuje jasny efekt i prenosu elektronti
na/v. PSI na FLR (Lazar 2009). Néktefi autofi (napi. Schreiber) korelovali narist
fluorescence béhem I-P faze FLR s poklesem absorpcniho signalu méteného pii 820 nm
predstavujici opakovanou redukci oxidovaného Pgp a oxidovaného plastocyaninu. 1-P
faze by pak podle téchto autori mohla piedstavovat variabilni fluorescenci pochazejici z
PSI. Obecné se ale fluorescencni signal vznikajici v PSI povaZuje za nevariabilni, takze

ma fluorescence z PSI v ¢ase neménnou konstantni uroven (Lazar 2009).



Na zékladé poznatkl byly vytvoreny tii modely, které popisuji urcité casti PSII:

1. Model reverzibilniho radikdlového paru (RRP, Breton 1983) —

popisuje uziti energie vedouci K primarni fotochemii (oddéleni naboji a jejich
rekombinaci a stabilizaci) v ,,otevieném* (Qa) a ,,zavieném* (Qa") PSII (Lazar 2003).
Popisuje tedy pienos elektrond Pggy pies Pheo na Qa. Plivodni RRP model byl navrzeny
jen pro popis poklesu fluorescence v pikosekundové a nanosekundové oblasti po tvorbé
excitovanych stavii pomoci velmi kratkych laserovych pulsii a tim padem neobsahoval o
mnoho pomalejsi redukci Pego” donorovou stranou PSII (Lazar 2009). Aby tento model
mohl byt vyuzity k modelovani FLR, musel byt rozsifen o tyto pomalejsi redukéni
procesy.

2. Koktiv model (Kok 1970) — popisuje funkci donorové strany PSII, tj.

donaci 4 elektrontt z OEC pii cyklické a postupné oxidaci jeho manganového klastru
pres stavy znacené jako So, S1, Sz @ Sz zpét na Sy, kde dolni index znac¢i oxidacni stav
manganového klastru OEC, tj. 0, +1, +2, +3. K vyvoji kysliku dochézi pti prechodu z S3
na So.

3. Model dvouelektronové brany (two-electron gate (TEG), Bouges-

Bocquet 1973) — popisuje funkci akceptorové strany PSII, tedy ptenos elektrond z Qa
na Qg a skutecnost, Ze Qg je dvouelektrodovy pienaseé¢ na rozdil od Qa. Tento model se
hlavné vyuZziva pfi modelovani kiivky FLR méfené v tylakoidnich membranach pfi
osvétleni nizkou intenzitou excitovaného svétla charakterizované kroky O-I-P.
Rozsitena verze tohoto modelu se pouzila k simulaci kroki O-J-1-P (Lazar 2003).

Dohromady tyto modely nam dévaji témét celkovy teoreticky popis pienosu
elektront v PSII.

FLR byva casto v literatufe simulovan na zakladé¢ vylepseného TEG modelu
(napt. Lazar a kol. 1997). RRP model byl pouzit pro simulaci méteni FLR za
ptritomnosti 3-(3°,4’-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurace (DCMU - inhibitor pfenosu
elektroni z Qa do Qg,) (Lazar a Pospisil 1999). Stirbetova a Strasser v roce 2001
fitovali parametry TEG modelu na experimentalni O-J-1-P FLR, ale hodnoty
ncékterych  rychlostnich  konstant modelu takto ziskané byly daleko od
zdokumentovanych a pfijatych hodnot. 1 kdyZz autofi argumentovali, Ze hodnoty
z literatury byly ziskany za jinych podminek a jinymi metodami méfeni, je rozdil
v hodnoté dané rychlostni konstanty o nékolik fadu podeziely (Lazar 1999).
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V roce 2003 Lazar publikoval novy model pro simulaci FLR, kde model vznikl
na zaklad¢ spojeni vSech tii vySe zminénych modeld a doplnénim o nekteré chybéjici
kroky (napft. ptenos elektront spojeny s Yz). Takto nove¢ ziskany model popisuje téméet
kompletné pienos elektronu v PSII. Je zaméfen na zménu tvaru kiivky FLR zplisobené
zménami v parametrech modelu zdokumentovaného v literatute: takto miizeme vidét

vliv zmén reakci v PSII na tvar kiivky FLR (Lazar 2003).

3. CILE PRACE

Stavajici model DuSana Lazara z roku 2003 publikovaného v ¢asopise Journal of
Theoretical Biology rozsitit o vliv elektrického pole na hodnoty rychlostnich konstant
ptenosu elektrontl, které vytvareji elektrony setrvavajici na pienasecich v elektronovém

transportu v PSII a sledovat vliv tohoto elektrického pole na tvar simulovaného FLR.

4. SOFTWARE PRO SIMULACI

Pribéh fluorescencniho signalu FLR je simulovany pomoci programu Gepasi
verze 3. 21 (P. Mendes, The Univerzity of Wals, Aberystwyth, U.K.), ktery byl navrzen
pro simulaci chemickych a biochemickych kinetik. Gepasi pouziva pro integraci
soustavy fadnych diferencialnich rovnic (Ordinary Differential Equation (ODE))
proceduru LSODA, coz je jedna z verzi procedury LSODE (Livermore Solver of
Ordinary Differential Equations). LSODA je sofistikovany algoritmus, ktery méfi tuhost
soustavy ODE a zméni integra¢ni metodu dynamicky podle miry tuhosti. Adamsova
metoda s proménnym krokem a proménnym fadem az do 12. fadu se pouziva pro netuhé
oblasti. Pro tuhé oblasti se pouziva Gearova nebo BDF metoda s proménnym krokem a

S proménnym fadem az do 5. fadu. (Lazar 2003).



5. POPIS MODELU

5.1. Kinetika chemickych rovnic

Biochemické reakce jsou ve vétSin€¢ piipadi oboustranné. Takze se mohou
objevovat v obou smérech, coz pak vede ke kladnym a zapornym hodnotam rychlosti
reakce V. Aktualni smér reakce zalezi na soucastnych koncentracich reaktantu.

Pokud neni uvedeno jinak, vétSina reakci v schématu 1 je popsdna pomoci srazkové
teorie, to znamena, ze pro vratnou (reverzibilni) monomolekularni reakci typu A < B
(30 reakci v schématu 1A a 1 reakce v schématu 1B) s dopfednou a zpétnou rychlostni
konstantou k; a k. celkova rychlost reakce je V = v; — v.4, kde v; a v, jsou rychlosti

reakce vpred a vzad, tedy

v (6) =k, [41(0),
v, () =k, [BI(®). (1)

Jestlize je reakce nevratnd (ireverzibilni) (18 reakci v schématu 1A a 2 reakce
vV schématu 2C) pak V = vy. V ptipad€ bimolekularnich vratnych reakci typu A + C <
B + D (1 reakce v schématu 1B a 1 reakce v schématu 1C) je celkova rychlost reakce V

dana vztahem
V =k [AIM[CI() -k ,[BIM)[DIE) , (2)

ki a k1 jsou rychlostni konstanty dopiedné a zpétné reakce, [A](t), [B] (1), [C](t), [D](1),

jsou koncentrace reaktanti v case t. Pokud je bimolekularni reakce nevratna pak plati

V =k[AIO[C]O). ©)

Pro ilustraci koncentrace A a B v ¢ase t u monomolekularni vratné reakce se daji
vyjadfit jako
[A](f) = [A]Oeflq(t) + [B]O(l _e-kz(t))
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a (4)
[B1(t) =[A],A—e"“)+[B],e ",

kde [A]o a [B]o jsou pocate¢ni koncentrace reaktantu a produktu. Analyticky vyraz pro
koncentraci jakékoliv formy v modelu je velmi slozity, protoze koncentrace kazdé
modelové formy je ovlivnéna koncentraci jinych forem v modelu se objevujicich.
V modelu Lazara (2003) je 44 forem. Program Gepasi pouzivany pro simulaci, poc¢ita
casové prubéhy modelovych forem numericky. Tento software byl navrzen pro simulaci
chemickych kinetik za pouziti diferencidlnich rovnic popisujicich casové derivace

jednotlivych forem v modelu.

5.2. Popis modelu Dusana Lazara z roku 2003

Vyse byly zminény dva teoretické modely pouzité pro matematické simulace
FLR. V prvnim piipadé¢ (Lazar a kol. 1997) byla kiivka O-J-I-P simulovana pomoci
TEG modelu. Fluorescen¢ni signal béhem FLR je pak v tomto pfipadé ddn mnoZstvim
zredukovaného Qa v tomto modelu. V druhém piipadé (Lazar a Pospisil 1999) byla
FLR méfena na vzorcich oSetfenych s DCMU, ¢imz byly realizované podminky
popsané v RRP modelu. Fluorescen¢ni signal béhem FLR byl v tomto modelu vyjadien
jako zafiva deaktivace excitovanych stavli. Aby se 1épe popsaly zmény v PSIl za
pfitomnosti DCMU a vysokych teplot, byl RRP model rozSifen popisem funkce
donorové strany v PSIl. V prvnim piipadé byl pro modelovani FLR pouzity model,
ktery vyrazné zjednoduSuje skutecnou situaci, v druhém piipadé byl pouzity vice
detailni model, ale popisoval pfipad pifenosu elektronu pouze po Qa (zplsobenou
ptitomnosti DCMU). Model Lazara (2003) zahrnuje v sobé oba tyto modely a funkéné
je rozsituje.

Model Lazéra je vytvofen na zéklad¢ pouze jednoho predpokladu, a to, Ze FLR
je vlastnost pouze PSII systému, takZe popisuje pouze kroky pienosu elektroni
vyskytujicich se v PSII. Tedy se zde nevénuje pozornost dalsim reakcim popisujicich

ptenos elektront za PQ poolem. Schéma reakci modelu je uvedeno na schématu 1.
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Schéma modelu ptenosu elektront v PSII. Schéma je ptevzato z ¢lanku Lazar

(2003). Model je rozdélen do &tyt &asti. Cast A popisuje schéma hlavnich reakei, ¢ast B
popisuje reakce souvisejici s PQ poolem, ¢ast C popisuje reakce souvisejici s excitovanymi
stavy, krom nabojové separace a ¢ast D popisuje reakce odehravajici se na donorové strané
PSII. Reakce zobrazené v ¢astech B — D pobihaji pokazdé, kdyz se vytvoii redoxni stav dané
prenaseem, nehledé na redoxni stavy dalSich pfenase¢t celkové modelové formy v reakci.
Vyznam zkratek: L — vSechny svétlobérné pigmenty v LHA a RCIl, P — Pgg (primarni

elektronovy donor v PSII), | — Pheo (feofitin, primarni elektronovy akceptor), A — Qa (prvni
chinonovy akceptor), B — Qg (druhy chinonovy akceptor), PQ — oxidovany plastochinon v PQ
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poolu, PQH; — redukovany a protonovany plastochinon v PQ poolu, Y; — tyrosin 161
(sekundarni donor v PSII), Si(i = 0, 1, 2, 3) — S-stavy OEC, hvézdicka (*) ukazuje excitované
stavy. Vyznamy rychlostnich konstant jsou uvedeny v dale textu, jejich hodnoty pouzité pro
simulaci pak v tabulce 1. Relativni pocate¢ni mnozstvi modelovych forem: [(L-P)IB], = 1 (za
tmy neni vytvofena zadna excitace, Pgg je redukované a Pheo, Qa a Qg jSou oxidované),
[Yz]o=1 (redukovany za tmy), [Selo = 0,25 a [S1]o = 0,75 (25% a 75% OEC je za tmy ve stavech
Soa Sy), [PQJo =7 (tj. 7 PQ molekul v PQ poolu a vSechny jsou za tmy oxidované). Relativni

pocatecni mnozstvi ostatnich modelovych forem jsou 0.

Vlastnosti tohoto modelu jsou:

(i) tvorba excitovanych stavii je popsanad rychlostni konstantou ki, ktera je umérna
intenzité excitacniho svétla.

(ii) deaktivace excitovanych stavi ss d&je pomoci nabojové separace mezi Pggy a Pheo
(jde o reakce s rychlostnimi konstantami k;° a ki uvedené ve schématu 1A), nezafivé
deaktivace ve svétlomérné anténé (LHA, kHDLHA), zhaseni excitovanych stavli pomoci
Peso” (Knp' ), zhaSeni excitovanych stavii pomoci oxidovaného plastochinonu z PQ pool
(kHDPQ), pomoci pfenosu excitaéni energie mezi uzavienym a otevienym RCII (kyy,
¢tvrta reakce v schématu 1C) a pies fluorescenci (K, dolni reakce v schématu 1C).

(111) fluorescenéni signal béhem FLR je definovan jako zafiva deaktivace excitovanych
stavl uzitim rychlostni konstanty fluorescence K.

(iv) v kazdém redoxnim stavu Qg (Qg, Qg’, Qg*) primarni fotochemie (odd&leni naboje,
rekombinace a stabilizace) je popsdna v RRP modelu pro oba redoxni stavy Qa, pro
oxidované, tak i pro redukované (k;°, k1°, k2°, k1%, k1%, k2%, schéma 1A).

(v) kdyz je Qa Vv redukované formé, elektron je pfenesen na Qg ve smyslu TEG modelu,
to znamena, ze elektron je pfenesen z Qa na Qg nebo na Qg s riznymi rychlostnimi
konstantami (Kag1, Kea1, Kag2, Kea2, schéma 1A).

(vi) kdyz je Qg dvojndsobné¢ redukované (implicitné se predpokladd okamzitd
protonace), je vyménény za molekulu PQ z PQ poolu (Kpa/s)ex: K/Pg)ex, schéma 1B).
(vii) kdyZ je Pggo oxidovany odd€lenim naboje, je redukovany elektronem z Yz (Kpreq,
Kpox, schéma 1D, jehoz reakce nastanou vzdy, kdyZ je ve schématu 1A u reakce uvedeno
,»e.d.“ (electron donation).

(viii) kdyz je Y, oxidovany, redukce Y, je popsiana Kokovym modelem pro funkci
OEC (Ko1, k12, ko3, k3o, schéma 1D).

(ix) rekombinace nabojii mezi Peso” @ Qa” (Kprayrec, schéma 1A).
13



Obecné lze tici, ze v modelu Lazara (2003) se uvazuji pouze ty reakce, které maji
casovou konstantu mensi nez 1 sekunda, coz je ptiblizné doba, po kterou se detekuje
FLR. Reakce a jejich rychlostni konstanty uvedené v tomto modelu jsou obecné ptijaté
Vv literatufe (Lazar 2003).

V PSII se ale realizuji 1 reakce a vyuzivaji pienasece elektrond, které nejsou
v modelu zahrnuty, jsou to naptiklad tyto pienasece ¢i reakce:

(i) Yp (tyrosin 160, nachazejici se v proteinu D, v PSII) — ten neni zapojen do pienosu
elektront pies PSII.

(ii) Fe?* nachazejici se mezi Qa a Qg — jeho ucinek na kinetiku pienosu elektront neni
Vv literatuie dosud popsan.

(iii) cytochrom bssg — ten se na pienosu elektrond v PSII podili, ale jen za stresovych
podminek (napf. pii fotoinhibici), ale v tomto piipadé je ¢asova konstanta této reakce je
veétSinez 1 S.

(iv) kroky spojené s protonaci redukovaného Qg a zamény Qs> s PQ z PQ poolu — ty se
V literatufe neshoduyji.

(v) nabojova rekombinace mezi kladnymi néboji uloZenymi na donorové strané¢ PSII a
zédpornymi naboji ulozenymi na akceptorove strané¢ PSII — jejich ¢asové konstanty jsou
veEtsi nez 1s.

(vi) zhaseni excitovanych stavli v RC pomoci jeho dvou B karotenil — za fyziologickych
podminek (nestresové podminky) maji tyto reakce nizky vytézek.

(vii) anihilace excitovanych stavll — je zde nutna velmi vysoka intenzita svéta (naptiklad
laserové impulsy) z diivodt, aby byla dostatecnd hustota excitovanych stavil, to ale neni
ptipad méteni FLR (Lazar 2003).

Relativni pocate¢ni mmnozstvi dané modelové formy v modelu a hodnoty
rychlostnich konstant jednotlivych reakci jsou vstupnimi parametry pro jednotlivé
simulace. Relativni pocatecni mnozstvi konkrétni modelové formy jsou uvedeny
Vv popisku pod schématem 1. Hodnoty rychlostnich konstant jsou znamé z literatury a

jsou uvedené v tabulce 1.
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Tabulka ¢.1.: Hodnoty rychlostnich konstant uzité pii simulaci FLR a jejich hodnoty

Vv literatute. Prevzato z Lazar (2003)

rychlostni konstanta

pouZité hodnoty (s™)

hodnoty z literatury (s’l)

kABl
kBAl
kABZ
kBAZ
Kia/payex
Kipassjex
Kpqox
Kpgred

k(P/A)rec

4000
6,7 x 10
5x 10°
1x10°
5,6 x 10°
1x10°
3x10°
3x 10°
2,3x10°
4,8 x 10°
3,4x10°
1x10°
5x 10’
2x10
3,6 x 10°
1,7 x 10°
6,7 x 10°
1,2 x10°
20 000
10 000
3330
1000
3500
175
1750

35

250

250

10

10

10 000

4,000-5 500
6,7 x 10
3-10x10°
1x10°

5,6 x 10°
1-6x10°
1,9-9,3x10°
3-20x10°
2-2.3x10°
4,8-15x10°
3,4-30x10°
3-10x10°
5x 10’
2-2,5x10
3,5-3,8x10°
1,7 x 10°
6,7-8,3x10°
1,1-1,3x10°
10 000 — 33 300
7 150 — 25 000
1660 — 16 600
660 — 1 330
2500 -5 000
125 - 250
1250-3 330
25-67

70 - 345

70 - 345
10-17
10-17

5000 — 10 000
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5.3. Rozsireni modelu o vliv elektrického pole

Zakladem modeltl pro fluorescencni indukci chlorofylu je popis pienosu
elektronti béhem primarnich fotochemickych reakci v PSII. Za uelem zavedeni efektu
elektrického pole na kinetiku reakce je nutna znalost nékterych pojmu davajicich do
souvislosti reakéni kinetiku a termodynamiku. Toto je uvedeno v nasledujicim textu.

Pro popis dé€ji v chemickych reakcich se nejcastéji vyuziva tzv. Gibbsova volna
energie (AG), to je pro ptipady, kdy reakce probiha za konstantni teploty a konstantniho
tlaku, coz je ve vétSingé reakci. Gibbsova volna energie (nebo taky jenom Gibbsova
energie) je vhodna pro posouzeni termodynamické rovnovahy. Reakce (jeji spontannost
a jeji rovnovaha) je dana rozdilem mezi Gibsovymi energiemi produktu a substratu (viz
obrazek 1). Tento rozdil Gibbsovych energii 44G je piimo umérny logaritmu

rovnovazné konstanty K dané reakce

AAG =k, TInK, ®)

kde kg je Boltzmanova konstanta [JK™], T je teplota v Kelvinech (Klipp a kol. 2008).
Rovnice (5) je vztaZzena na 1 molekulu, ale nékdy se uvadi i ve vztahu na 1 mol latky,
pak je kg nahrazeno univerzalni plynovou konstantou R. Na druhé strané, z teorie
pfechodného stavu, téZ nazyvané jako teorie aktivovaného komplexu, pak plyne, Ze
hodnota Gibbsovy energie ptechodného stavu (= aktivovaného komplexu, AG")
vzhledem ke Gibbsovym energiim substratu a produktu urcuje kinetiku probihajici
reakce. Plati, Ze rozdil mezi Gibbsovou energii substritu a Gibbsovou energii

aktivovaného komplexu, uréuje rychlostni konstantu k; dopfedné reakce (viz obr. 1)

AAG” =—k.T Ink,, (6)
pak
_AAG*
k,=e T, (7)

zatimco A4G"+44G uréuje rychlostni konstantu k1 zp&tné reakce (Klipp a kol 2008).
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aktivovany komplex

wolng energie

Sulbstrét

Produlkt

prlibéh reakie

Obrazek 1. Zména Gibbsovy volné energie béhem pribéhu reakce. V lokalnich

minimech se nachazi substrat a produkt, v lokdlnim maximu je umistény aktivni

komplex (Klipp a kol. 2008).

Ve vSech stavajicich modelech (tedy i v modelu od Lazara z roku 2003) se vSak
neuvazuje vliv elektrického pole, které kolem sebe vytvéii elektron setrvavajici na
daném pienaseci. Toto elektrostatické pole pak piisobi na ostatni prendsené elektrony.

Velikost intenzity elektrického pole okolo bodového naboje se definuje vztahem:

10
e ¥ (8)

E=
kde ¢ je permitivita prostiedi okolo elektrického naboje, Q je velikost bodového naboje,
r je vzdalenost od bodového néboje.

V zéavislosti na velikosti intenzity téchto poli se neustdle méni elektrostaticka
potencidlni energie. Tato energie souvisi s vykonanou praci pii pfenosu elektronu
Z jednoho ptenaSece k druhému. Prace, ktera se vykonava ptenosem elektronu po draze
proti elektrickym silam, je rovna zaporné vzatému integralu po této draze ze slozky

elektrické sily ve sméru pohybu:
w=-"{Fds, ©)

kde F je elektricka (Coulombova) sila ptisobici na naboj, ds je diferencial posunuti po

draze (Feynman a kol. 2001).
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Z chemického hlediska se tak méni v zavislosti na potencidlni energii
elektrického pole elektronti na daném pienaseci zména Gibbsovy energie a ve vztahu k
tomuto se pak méni rychlost pfenost elektront, ¢ili rychlostni konstanty téchto
fotochemickych reakci. Pfi uvazovani reverzibilniho pfenosu elektronu z donoru D na
akceptor A, budeme pro jednoduchost uvazovat pouze lokalni ovlivnéni ndboje v dané
reakci. Jiné ndboje v PSII uvazovat nebudeme, a to z diivodu, ze vliv elektrického pole
na pienos elektronti je zavisly na vzdalenosti. Z toho vyplyva, Ze vliv ndboji na jinych
akceptorech na sledovanou reakci je zanedbateln¢ maly. Dale pak se predpoklada, ze
v kazdém case se prenasi jednotkovy naboj elektronu a rychlost pfenosu tohoto
elektronu je ovlivnéna nabojem na akceptoru elektronu A, kde se elektron prenasi. Cili
na pocatku reakce, v ¢ase t = 0, je elektron jesté na donoru D a zadny elektron neni na
akceptoru A, vV Case t, se uz né¢jaké mnozstvi elektronu prenese na akceptor A a tim
vzniklé elektrické pole zacne ovliviiovat néasledny pifenos elektronu na tento akceptor.
Jinymi slovy, elektrické pole, které jiz zredukovany akceptor A vytvafi, zacne
odpuzovat elektron nasledné pienaseny z donoru na akceptor A. Tim akceptor A
modifikuje rychlost svého vlastniho vzniku. Toto elektrické piisobeni je dynamicky jev,
ktery se v Case kontinualné méni. Z toho vyplyva, ze AAG je Casové proménné na

mnozstvi zredukovaného akceptoru A naboje Q

AAGO® — qQA(t)
47Z'<S'Or (10)

kde g je jednotkovy naboj pfenaseného elektronu, Q je jednotkovy naboj na akceptoru,
A(t) je relativni Casové proménné mnozstvi jiz zredukovaného akceptoru a r je
vzdalenost donoru D od akceptoru A, coZ v modelu je vzdalenost jednotlivych
prenasect v PSII v dané reakci (uvedené v tabulce 2), hodnota &, je relativni permitivita
(55,25.104 eV A™). Takto nadefinované pusobeni elektrického pole na zménu
Gibbsovy energie chapano jako prvni pfiblizeni skute€nosti z divodu jednoduchosti

vypoctu.
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Tabulka ¢. 2.: vzdalenosti prenasect v PSII v Angstdmech

Pfenasece vzdalenost r [A]
OEC-Y, 5,4
Y, - Pego 12,4

Peso - Pheo 18
Pheo - Qa 12
Qa- Qs 18,7
Hodnoty jsou primérné hodnoty z literatury (Zouni a kol. 2001, Ferreira a kol. 2004).

Vzdalenosti byly ziskané rentgenovou strukturni analyzou, nepfesnost v uréeni byla + 1 A.

Protoze je v ¢ase proménna AAG, podle vyse uvedené rovnice (6) jsou casove
zavislé i rychlostni konstanty pro pfenos elektronu z D na A. Jelikoz je ve schématu
vice doptednych reakci nez zpétnych, pro jednoduchost v modelu budeme uvazovat, ze
vliv elektrostatického pole pfenaSenym nabojem pulsobi pouze na dopiedné reakce.
Takze se bude ovliviiovat rychlostni konstanta dopfedné reakce k;°(t). Pro ni pak po
upravé rovnice (6) plati vztah:

600 (11)
k]Q(f) — k]Oe kT

kde Boltzmanova konstanta je zde v jednotce eV K™ (8,617.107 eV K™).

Po dosazeni rovnice (10) do rovnice (11) dostaneme:

qQA)k,T

K2V =kle 4w (12)

Zmeéna rychlostni konstanty dopfedné reakce popsana rovnici (12) je pouzita ve vSech
reakcich modelu, kde se predpokladad vliv elektrického pole na rychlostni konstantu

doptedného ptrenosu elektronu.
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6. VYSLEDKY A DISKUZE
Za celem moznosti porovnani tvaru simulovanych kiivek s experimentalnimi
daty, obrazek 2 ukazuje tvary kiivek FLR, které se za uvedenych podminek standardné

meri.

i il

fluorescence [rel. jednotky]

1

..-4 . -3 -2 ..-1 0.

log éas [s]

Obrazek €.2.: Experimentalné namétfené kiivky FLR na pfedem
adaptovanych listii hrachu a brambor na tmu (20 min) pii osvétleni velkou intenzitou
excita¢niho svétla (3400 pmol m?s? cervenym svétlem (A okolo 650 nm)). Ktivka a) je
kontrolni list hrachu, kiivka b) je list hrachu inkubovany pti 47°C po dobu 5 min a
ktivka c) je list bramboru inkubovan pii 44°C po dobu 13min. Kroky O-K-J-I a P jsou
oznacené a jsou snadno odliSitelné pouze na logaritmické Casové ose. (pfevzato Lazar

1999).

Vzhledem K vlastnostem pouzit¢ého modelu mizeme kiivku FLR simulovat
Vv Siroké Casové Skale (tj. od 1 ps do 1 s). Je to proto, Ze model zahrnuje nejen ,,pomalé*
pfenosy elektronil s Casovymi konstantami v fadu od desitek mikrosekund na desitky
milisekund (jedna se o piechod elektronti z Qa  na Qp, rekombinace elektroni mezi
Peso” @ Qa’, prechody mezi S-stavy OEC, vyména Qg® s PQ molekulou z PQ pool a
oxidace/redukce redukovaného/oxidovaného PQ poolu), ale i1 ,rychlé“ pienosy
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elektront s casovymi konstantami v fadu od stovek pikosekund az stovek nanosekund
(tj. nabojova separace, rekombinace a stabilizace, jak jsou definované v RRP modelu a
reakce prenosu elektronu mezi Yz na Pggp). Modelovat v Siroké ¢asové skale muzeme
také proto, Ze fluorescence béhem simulace FLR je definovéana jako zafiva deaktivace
excitovanych stavii pfes rychlostni konstantu fluorescence kr jejichz hodnota je
dostatecné velkd. Soucasné fluorometry vSak umoznuji detekci FLR s casovym
rozlisenim ne menSim nez 10 ps, ¢ili FLR se standardné méti od 10 ps. Z toho diivodu

také vSechny simulace FLR jsou provedeny pro ¢asovou Skalu od 10 usdo 1 s.
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Obrazek 3. Kifivka FLR je simulovand na zaklad¢ pievzatého

modelu Lazara 2003, ¢as ma logaritmicky ¢lenénou osu.

Kfivka FLR simulovana na zéklad€ piivodniho modelu z publikace Lazar (2003)
pro vysokou intenzitu osvétleni za predpokladu, Ze pocatecni formy jsou podle legendy
ke schématu 1 a hodnoty rychlostnich konstant podle tabulky 1 je zobrazena na obrazku
3.

Z poc¢ateCni hodnoty fluorescence (znacena jako O), kterd odrazi minimalni
fluorescenci Fo, fluorescencni signal stoupa k viné umisténé okolo 1 — 2 ms, ktera je
totoZznd s pozici experimentdlné méfené vilny J. Fluorescencni signal pak stoupa a
dosahuje svého maxima okolo 50 ms, coz pfiblizn€ souhlasi s pozici experimentalné
métené viny I. Model neni schopny nasimulovat experimentdlné méfeny narust
fluorescence z viny I do maxima P. Tato neschopnost modelu byla brana autorem

modelu jako argument pro to, ze reakce uvazované v modelu jsou nedostacujici pro
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simulaci ,,spravné“ O-J-1-P kiivky a je tudiz tfeba model rozsifit a vzit v potaz i jiné
déje souvisejici s prenosem elektronu, napiiklad ptrenos elektronu odehravajici se za

PSII nebo zde studovany vliv lokalnich elektrickych poli.
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Obrazek 4): kiivka FLR je simulovéana na zékladé modelu,
ktery je rozSifen o elektrické pole vytvaiejici elektrony ptechazejici z donoru Y, na
Peso’ a elektrony vyskytujici se na akceptorové strané PSII. Casova osa je logaritmicky

¢lenéna.

Kiivka uvedena na obrazku 4, je simulace kiivky FLR, kdy rychlostni konstanty
ovliviiuje elektrické pole, které kolem sebe vytvateji elektrony pfenaSené mezi
prenaseci v PSII. V tomto piipadég, pro jednoduchost a zjisténi, jestli ma elektrické pole
na priabéh kiivky vibec vliv, jsme plvodni model rozsitili o vliv elektrického pole
pouze na akceptorové strané¢ PSII. Ostatni piedpoklady jsou stejné jako u kiivky
zobrazené na obr. 3. PocateCni hodnota fluorescencniho signalu (O) v tomto ptipadé
vzrostla. Plato, vytvaiejici v pivodni simulaci vinu J, zaniklo a misto toho se objevilo
v simulaci lokalni maximum v ¢ase okolo 800 us a jeho intenzita je vyrazné vEtsi nez
velikost viny J v pivodni simulaci. Vznik lokalniho maxima v kratSich ¢asech nez je

vina J je podobny objeveni viny/piku K ve FLR (viz obr. 2). Pak fluorescen¢ni signal
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stoupd az do globalniho maxima, které je dosazeno v delSich casech a to okolo 500 ms,

coz odpovida dosazeni maxima P v experimentalni kiivce FLR.
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Obrazek 5 : kiivka je simulovana na zaklad¢ modelu, ktery

je rozsiten o vliv elektrického pole vytvafejici elektrony prenasené z Yz na Pggo' a

z akceptorové strany. Casova osa je logaritmicky ¢lenéna.

Kitivka 5 znazornuje simulaci na zdkladé modelu, ktery je rozSifen o vliv
elektrického pole z ¢asti donorové strany PSII, tedy o vliv elektronu, ktery je darovan
ZYz na Peg'. Opét pocatecni hodnota fluorescencniho signalu (O) vuci kontrole
vzrostla. Lokalni maximum je umisténé tak jako u kiivky na obr. 4 v ¢ase okolo 800 ps,
ale intenzita signalu je vysS§i. Po tomto lokalnim maximu dochéazi k poklesu
fluorescence do lokdlniho minima v ¢ase okolo 4 ms a naslednému ristu fluorescence
do globalniho maxima, které je opét dosazeno v casech okolo 500 ms. Celkovy tvar
takto simulované kiivky FLR ¢aste¢né odpovida experimentdlné méfené kiivee FLR na

vzorku, ktery byl pfed métenim podroben vysokoteplotnimu stresu (viz obr. 2).
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Obrazek 6 : kiivky FLR je simulovand na zaklad¢ modelu,
ktery je rozSifen o elektrické pole jednotlivych S-stavi OEC komplexu, Y, a

akceptorové strany PSII. Casové osa je logaritmicky ¢lenéna.

Posledni modelovana kfivka, zobrazena na obrazku 6, je simulovana na zaklad¢
modelu, ktery je navic k pfedchozimu pfipadé rozsiten i o vliv elektrického pole na
pfenos elektronu v ramci donace elektronu z jednotlivych S-stavi OEC na Yz
Pocatecni hodnota signalu (O), oproti pfedchozi kiivce, se snizila. Stejné tak i intenzita
lokalniho maxima umisténého v case okolo 800 ps (K). Po lokdlnim maximu dochazi k
vyznamnému poklesu do lokdlniho minima umisténého v case okolo 2 ms. Po ném
dochdzi k strmému narlstu signdlu do dalSiho lokalniho maxima okolo 100 ms a
nasledného poklesu. Tvar této simulované kiivky FLR se pfiblizuje tvaru namétené¢ho

experimentalné (viz obr. 2).
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7. ZAVER

Ukolem této prace bylo zjistit, zda elektrické pole, které je vytvaieno vznikem
aniontll a kationii ptfenasect elektronti v PSIl v dasledku fotosyntetického pienosu
elektrond, mize mit vliv na tvar simulované kiivky FLR. Prace vychazela z jednoho
Z nejpodrobnéjsich modelu popisujiciho reakce pienosu elektronu v PSII. Tento model
vytvotil Dusan Lazar a publikoval jej v roce 2003. Obecné plati, Ze s ménicimi se
parametry modelu (napi. pocatecni podminky nebo hodnoty rychlostnich konstant) se
méni UCinky ptislusnych reakei vyskytujicich se v PSII a tim se méni i tvar kiivky FLR.
V této praci jsou v modelu zménéné hodnoty doptednych rychlostnich konstant. Jejich
zména je urCovana vytvorenim elektrického pole, které vytvaii jednotlivé elektrony pfi
prenosu z jednoho prenasece na druhého. Hodnoty dopiednych rychlostnich konstant se
v nékterych piipadech v ¢ase zmensovaly, v jinych zvétSovaly. V simulaci kdy se
uvazuje pouze vliv elektrického pole na akceptorové strané¢ PSII, vici kontrole
(neuvazuje vliv zadného elektrického pole) zplsobi elektrické pole nardst viny J, pokles
maxima a jeho posun k delsim ¢asim. V dalsi simulaci, kdy elektrické pole ovliviuje
navic k pfedchozimu i pienos elektronu z Yz na Pegy' zptisobi vznik lokalniho maxima
Vv kratSich ¢asech a poklesu fluorescence za nim. U posledni simulované kiivky
elektrické pole navic k pfedchozimu ovliviiuje i pfenos elektronu z S-stavii OEC na
Y7'. V tomto ptipadé dochazi k snizeni intenzity lokdlniho maxima a pozvolného, le¢
»hlubokého* propadu do lokalniho minima. Po ném je pak strmy nariist signalu do
druhého globalniho maxima. Tato nasimulovana ktivka nevede pfimo ke tvaru kiivky,
ktery je experimentdlné naméfeny, ale ukazuje nam, ze vliv elektrického pole na
jednotlivych ptfenaSecich elektronil neni zanedbatelny, jak se dosud myslelo. Odchylky
od experimentalné naméfené kontrolni kiivky zapficinuje 1 fakt, Ze v praci se pocita jen
s ovlivnénim doptednych rychlostnich konstant. Rozdily mezi experimentalné ziskanou
a teoreticky namodelovanou FLR tedy existuji, ale rozsifeni modelu o elektrické pole
nas zase vice posunuji, k uspéSnému simulovani kiivky FLR a zmenS$eni rozdili mezi
méfenymi daty a modelovymi kiivkami. Musi se ale posoudit jesté dalsi jevy. Model by
se mél rozsifit 1 o vliv elektrického pole i na hodnoty zpétnych rychlostnich konstant,
nebo o vliv elektrického pole napfic¢ tylakoidni membrdnou (Casové proméeénné
elektrické napéti na tylakoidni membran¢). Pokud se ndm v budoucnosti podaii pfesné
modelovat kiivky FLR na teoretické bazi, uSetfime mnoho ¢asu a prostfedku, protoze

vynalozime jen ¢ast ¢asu a nakladl oproti experimentalnimu exaktnimu méfteni.
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